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As metaloproteinases de matriz (MMP), particularmente as gelatinases, 
MMP-2 e MMP-9, estão associadas ao desenvolvimento de metástases tumorais 
que, por sua vez são responsáveis pela maioria das mortes induzidas por cancro 
do cólon. O consumo de leguminosas tem demostrado inibir a atividade 
metastática em vários estudos. Pretendeu-se verificar quais os compostos 
presentes em diferentes espécies de leguminosas (fava, feijão vermelho, grão-de-
bico, lentilha, soja e tremoço) que apresentavam maior inibição das gelatinases e, 
por consequência, maior redução da capacidade de migração e de multiplicação 
celular em células do carcinoma do cólon humano. Verificou-se ainda o efeito da 
cozedura nestas bioatividades. Por último, realizou-se um estudo comparativo da 
capacidade de inibição da MMP-9 utilizando a mesma massa de semente para 
tentar inferir qual a espécie com maior potencial antitumoral. 
O efeito dos compostos proteicos e não proteicos (compostos fenólicos, 
saponinas e fitato) foi testado na migração e multiplicação de células HT-29, e a 
sua influência na atividade gelatinolítica foi quantificada. Foi também avaliada a 
capacidade de inibição da MMP-9 nas frações isoladas utilizando um ensaio 
fluorimétrico e zimografia reversa.  
O grão-de-bico, o tremoço e a soja apresentaram maior concentração dos 
compostos potencialmente bioativos, tendo sido estas as espécies selecionadas 
para os estudos celulares. Verificou-se que tanto as amostras proteicas como as 
não proteicas das sementes foram capazes de inibir a migração das células HT-
29, mas, nas concentrações utilizadas houve uma maior capacidade de inibição 
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da migração celular por parte dos compostos não proteicos. Na multiplicação 
celular, somente os compostos não proteicos reduziram o crescimento e a 
viabilidade celular, sugerindo que os mecanismos de ação entre as duas frações 
poderão ser diferentes.  
Todos os compostos estudados inibiram a atividade gelatinolítica no meio das 
células HT-29 sobretudo por inibição específica da MMP-9 e não da MMP-2. 
Utilizando a mesma massa de semente, verificou-se que os compostos não 
proteicos aparentam ter uma maior atividade inibidora da atividade gelatinolítica 
do que as suas proteínas. 
Tanto as proteínas como os compostos não proteicos das sementes 
estudadas parecem ter um efeito inibitório da capacidade tumoral, exibindo 
possivelmente efeitos sinergísticos nesta bioatividade. O tremoço parece ser, 
dentro das espécies estudadas, a melhor leguminosa na inibição da MMP-9. Este 
trabalho, apesar de não ser conclusivo, evidencia a importância de se estudarem 
novas espécies de leguminosas e abre portas para a realização de estudos com 
novos compostos com potencial anticancerígeno elevado. 
 
Palavras-Chave 
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inibidores de proteases, leguminosas, metaloproteinases de matriz, metástases, 






Matrix metalloproteinases (MMPs), mainly gelatinases MMP-2 and MMP-9 
are involved in the development of metastases, which are responsible for most 
deaths due to colon cancer. In several studies, legume consumption has been 
shown to be associated with metastatic activity inhibition. The aim of this study 
was to verify which compounds present in different species of legumes (beans, red 
beans, grain-peas, lentils, soy and lupine) have high inhibition of gelatinases and, 
thus high reduction of the capacity of migration and cell proliferation in human 
colon carcinoma cells. It was also verified the effect of cooking on these 
bioactivities. Finally, we performed a comparative study concerning the ability to 
inhibit MMP-9 using the same seed mass, in order to infer the species with the 
greatest antitumor activity potential. 
The effect of protein and non-protein compounds (phenolics, saponins and 
phytate) was tested in the migration and proliferation of HT-29 cells and their 
effects on gelatinase activity was quantified. The capacity to inhibit MMP-9 in the 
isolated fractions was evaluated using a fluorimetric assay and reverse 
zymography. 
Grain-peas, lupine and soy demonstrated to have higher concentration of 
potentially bioactive compounds and therefore, these species were selected for 
cellular studies. This study showed that both protein and non-protein samples of 
seeds were able to inhibit the migration of HT-29 cells. However, the 
concentrations used in this study showed that non-protein compounds were 
capable of a greater inhibition of cell migration capacity. In cellular multiplication, 
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only the non-protein compounds were able to reduce cell growth and viability, 
suggesting that the mechanism of action between the two fractions might be 
different. 
All of the compounds studied inhibited the gelatinolytic activity on the HT-29 cells, 
mainly by specific inhibition of MMP-9, but not MMP-2. In addition, this study 
showed that using the same seed mass, non-protein compounds appear to have 
higher inhibitory activity of gelatinase activity than their proteins. 
In this study, both proteins and non-protein compounds in the seeds appear 
to have an inhibitory effect on the tumor capacity, possibly showing synergistic 
effects in this bioactivity. From the species studied, the lupine seems to be the 
best legume in the inhibition of MMP-9. Although not conclusive, this work 
highlights the importance of studying new species of legumes and contributes to 
increase the interest in studies with new compounds with high anticancer potential. 
 
Keywords 
Cell proliferation, cooking, gelatinase activity, HT-29 cells, legumes, matrix 
metalloproteinases, metastasis, migration, MMP-9, phenolic compounds, phytic 
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O cancro coloretal (CCR) é o terceiro tipo de cancro mais frequente nos 
homens, depois do cancro dos pulmões e da próstata, e o segundo mais 
frequente nas mulheres depois do cancro da mama (1). Neste tipo de cancro, 
apenas 5% dos casos é de origem hereditária (2). A incidência do CCR começa 
normalmente a manifestar-se nas idades compreendidas entre os 45 e os 50 
anos, mas aumenta progressivamente com a idade, e os homens têm um maior 
risco do que as mulheres (3). 
Na Europa, surgem cerca de 250 000 novos casos por ano de cancro do 
cólon, em que aproximadamente 9% são malignos (2), sendo considerado o 
segundo tipo de cancro em que a mortalidade é maior (4). A prevalência deste tipo 
de tumor é maior nas zonas urbanizadas e industrializadas (2). Entre 2004 e 2010, 
na população americana, a sobrevivência após 5 anos do diagnóstico de cancro 
do cólon variou consoante o estádio em que o mesmo foi primariamente detetado; 
em indivíduos em que o tumor se encontrava numa fase inicial e não se tinha 
ainda espalhado para outras partes do corpo, a sobrevivência foi de 92%. Quando 
havia já metástases, a sobrevivência baixou drasticamente para os 11% (5). 
É sabido que uma alimentação adequada poderia prevenir entre a 70 a 
80% de todos os casos de CCR (6). Para além da dieta, a obesidade e a 
inflamação são fatores de risco para o este tipo de cancro (7). O consumo de 
carnes vermelhas, carnes processadas, bebidas alcoólicas (mais de 30 g diários 
de etanol), aumento da gordura corporal e gordura abdominal são fatores que 
levam ao desenvolvimento deste cancro. Outros alimentos que podem levar ao 
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desenvolvimento do CCR, mas com evidência limitada, são alimentos com altos 
teores em ferro, gordura saturada e açúcar (8).  
Os fatores de risco, não dietéticos, para o cancro do cólon incluem: fumar, 
uso crónico de anti-inflamatórios não esteróides, aspirina e condições como 
doenças coloretais, pré-disposição genética e síndrome metabólica (9).  
A maior parte das mortes por cancro do cólon ocorre devido às metástases 
noutros tecidos, normalmente no fígado (10). Cerca de 25 a 30% dos doentes com 
CCR apresentavam metastização no momento do diagnóstico, passando a terapia 
a ter como principal objetivo prolongar o tempo de vida, mantendo a qualidade 
desta (2). 
A metastização é um processo pelo qual o tumor se difunde de um órgão 
primário para órgãos ou tecidos secundários (11). Para que isto ocorra é 
necessário que as células cancerígenas passem diversas barreiras fisiológicas(12), 
sendo que apenas algumas, menos de 0,1%, têm a capacidade de superar todos 
os obstáculos e sobreviver para formar novas colónias (13). No entanto, como já 
mencionado, uma percentagem relevante dos indivíduos com cancro apresenta 
metastização.  
As metástases definem o tumor maligno e são a principal causa de morte 
no cancro (13). Há várias décadas que a literatura tem associado as 
metaloproteinases de matriz (MMP) com este fenótipo maligno (14, 15). As MMPs 
estão implicadas em determinados pontos críticos no processo de metastização 
como no destacamento, na passagem das células cancerígenas para os vasos 
sanguíneos ou linfáticos (intravasamento) e ainda no processo inverso, ou seja, a 
passagem destas células para fora dos vasos sanguíneos ou linfáticos 




Figura 1. Processo de metastização. Adaptado de Wirk e colaboradores (16). 
 
1.1. Metaloproteinases de matriz 
As MMPs são endoproteases dependentes de zinco com capacidade de 
degradação dos componentes da matriz extracelular (17). As MMPs estão 
normalmente presentes em indivíduos saudáveis e têm um papel importante na 
degradação fisiológica da matriz extracelular, por exemplo, na formação de 
tecidos, sua reparação e angiogénese (18). Em humanos, são conhecidas 23 
proteases da família das metaloproteinases (19), que podem ser divididas em 3 
subgrupos, identificados consoante a sua “preferência” de substratos: (i) 
colagenases, que degradam colagénio fibrilar; (ii) estromelisinas, que preferem 
proteoglicanos e glicoproteínas como substratos; (iii) e as gelatinases, que são 
particularmente ativas na degradação de colagénio não fibrilar desnaturado, 
colagénio tipo IV e sobretudo colagénio tipo V, a gelatina (12, 13).  
As MMPs são secretadas sob a forma de zimogénios e são ativadas no 
meio extracelular (13). Estas estão ligadas ao desenvolvimento das metástases do 
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cancro, a inflamação crónica e a danos nos tecidos, como distúrbios 
neurológicos(19). Estas desordens ocorrem porque as MMPs regulam diferentes 
processos celulares, nomeadamente, a apoptose, angiogénese, invasão e 
metástases (figura 2) (20). As MMPs regulam a apoptose através da degradação 
da matriz proteica, que pode resultar numa ação apoptótica ou anti-apoptótica nas 
células endoteliais e epiteliais (21). 
 
Figura 2. Ação das MMPs. Adaptado de Szarvas e colaboradores (22) 
 
Estudos mostram que das MMPs, as gelatinases são as mais importantes 
para a formação de metástases (23, 24). Dentro das gelatinases fazem parte a 
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MMP-2 e a MMP-9, sendo que a massa molecular da pro-MMP2 de 72 kDa, 
MMP-2 ativa de 64 kDa, pro-MMP9 de 92 kDa e MMP-9 ativa de 83 kDa (19). 
Vários estudos têm verificado esta relação entre as MMP-2 (gelatinase A) e 
a MMP-9 (gelatinase B) e a formação de metástases (25-28), em que com a inibição 
das gelatinases, em particular da MMP-9, é possível impedir de uma forma eficaz 
a formação de metástases e a invasão celular (29, 30). Devido à aparente eficácia 
da inibição destas enzimas na prevenção de metástases, tem havido um 
desenvolvimento na criação de inibidores de MMPs sintéticos. No entanto, os 
resultados não têm sido muito animadores, uma vez que esta inibição leva ao 
desenvolvimento de efeitos secundários graves, devido à inibição não seletiva das 
MMPs (31). Por esta razão, a investigação mais recente têm-se direcionado para 
inibidores de MMPs naturais, principalmente derivados de plantas, que 
apresentam um menor risco de aparecimento de efeitos secundários e de 
toxicidade (32, 33). A utilização de alimentos com atividade anticancerígena e 
antimetastática, abriu portas para a nutracêutica em que os alimentos ou os seus 
componentes proporcionam benefícios para a prevenção e/ou tratamento 
tumoral(34).  
 
1.2. As leguminosas e o cancro 
As sementes de leguminosas são definidas pela Food and Agriculture 
Organization (FAO) como alimentos em que a semente é diretamente 
consumida(35). As sementes de leguminosas fazem parte da família Fabaceae, 
que contem 18 000 espécies identificadas (36). Calcula-se que as leguminosas são 
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consumidas há 10 000 anos e encontram-se entre os alimentos mais utilizados 
em todo o mundo (37).  
As propriedades nutricionais das leguminosas têm sido estudadas e 
apontadas como benéficas para a saúde. As leguminosas são ricas em proteínas, 
hidratos de carbono de baixo índice glicémico, fibra insolúvel, maioritariamente, e 
fibra solúvel, e também outros compostos como minerais (38, 39). Outros 
componentes presentes nas leguminosas, importantes para a saúde, são as 
gorduras mono e poli-insaturadas (40), os compostos fenólicos e os esteróis (41). 
Em termos de aminoácidos, as leguminosas são ricas em lisina e pobres em 
metionina, triptofano e cisteína. São também ricas em aminoácidos não proteicos, 
alguns dos quais exibem forte toxicidade (41, 42). No geral, as leguminosas 
correspondem a 2% da energia total ingerida pelo homem e fornecem 3,5% da 
proteína total consumida diariamente (8). 
As leguminosas fazem parte de várias dietas consideradas saudáveis, 
nomeadamente a dieta Mediterrânea (43), à qual está associada uma diminuição 
do risco de desenvolvimento de doenças cardíacas, hipertensão (44), diabetes 
mellitus tipo 2 (45), cancro (46), e doenças de Parkinson (47) e Alzheimer (48). Numa 
dieta cujo objetivo é diminuir a hipertensão, Dietary Approaches to Stop 
Hypertension (DASH), é recomendado o consumo de leguminosas quatro a cinco 
vezes por semana (49). 
Vários autores têm relacionado o consumo de leguminosas com a 
diminuição da incidência de cancro, bem como com a redução do risco de 
doenças cardiovasculares, diabetes e hipertensão (50).  
Em estudos realizados com ratos expostos a um agente cancerígeno, 
verificou-se que o grupo que consumia feijões pretos e brancos apresentava 
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menos adenomas e adenocarcinomas no intestino delgado e cólon 
comparativamente com os que tinham outro tipo de alimentação (51, 52). Noutro 
estudo ecológico, foi confirmado que a diminuição do risco de cancro do cólon 
está associada ao elevado consumo de feijões (53).  
No Nurses’ Health Study, as mulheres que consumiam quatro ou mais 
porções de leguminosas por semana tinham uma incidência mais baixa de 
adenomas no cólon e reto em comparação com as que tinham um consumo mais 
baixo (54). No Netherlands Cohort Study, o consumo de leguminosas foi associado 
a um menor risco de cancro da próstata (55).  
Num estudo na China, foi verificado que a parte da população que 
apresentava um menor risco de desenvolvimento de cancro gástrico consumia 
mais feijões, vegetais crus, fruta, tomate e produtos de soja, do que os que tinham 
um elevado risco de desenvolver este tipo de cancro (56). As mulheres chinesas 
que consumiam mais de 11,3 g de soja diariamente durante a adolescência, em 
comparação com as que consumiam menos de 2,7 g, apresentavam uma 
diminuição de 43% do risco de desenvolver cancro da mama durante a pré-
menopausa (57). 
Os estudos que demostram que as leguminosas podem ter um efeito 
anticancerígeno e antimetastático têm, contudo, negligenciado as espécies de 
leguminosas consumidas na dieta Mediterrânea, como o tremoço e o grão-de-
bico. Torna-se portanto, importante verificar se estas apresentam os mesmos 




1.2.1. Mecanismos possíveis de atividade antitumoral 
Apesar destes estudos mostrarem um potencial anticancerígeno das 
leguminosas, ainda não se sabe qual o mecanismo pelo qual estas podem ser 
protetoras do desenvolvimento tumoral. Estudos vários têm atribuído este efeito 
anticancerígeno a algumas substâncias específicas presentes nas leguminosas(58, 
59), como parece ser o caso dos compostos fenólicos, das saponinas e do ácido 
fítico, devido aos seus potenciais antioxidante (60). Para além destas substâncias, 
os inibidores de proteases são também considerados substâncias bioativas com 
atividade anticancerígena (59). No entanto, não há estudos que indiquem qual 
destes compostos (compostos não proteicos e proteicos), apresenta um efeito 
mais pronunciado na prevenção do cancro. 
 
1.3. Principais compostos não proteicos das sementes das leguminosas 
1.3.1. Saponinas 
As saponinas ou saponosídeos são glicosídeos de metabolismo secundário 
vegetal, caracterizados pela formação de espuma, tendo propriedades de 
detergentes e surfactantes. São compostos formados por uma parte hidrofílica e 
uma parte lipofílica (58). São um grupo diversificado que se encontra nas 
leguminosas e em outras plantas. Estes glicosídeos são esteróides ou, mais 
geralmente, terpenos policíclicos com diferentes dimensões e complexidade (58). 
Nas leguminosas, as saponinas foram descritas no tremoço (61), lentilhas (62), grão-
de-bico (63), soja, ervilhas e vários tipos de feijão (64). Na soja, espécie onde são 
mais estudadas, já foram isolados 10 tipos diferentes de saponinas (65). 
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Durante algum tempo, as saponinas foram consideradas indesejáveis 
devido à sua toxicidade e atividade hemolítica; no entanto, apresentam uma 
enorme diversidade de estruturas e só algumas são potencialmente tóxicas (66). 
  A literatura sugere que as saponinas das leguminosas podem ter uma 
atividade anticancerígena(67-70) e anti-inflamatória (71). Vários estudos demostram 
que as saponinas podem diminuir o desenvolvimento de cancro, tanto in vitro 
como in vivo (72-74). 
 
1.3.2. Ácido fítico 
O ácido fítico ou, nas condições fisiológicas, fitato, encontra-se presente 
nas sementes das espécies de leguminosas (75), sendo denominado 1,2,3,4,5,6-
hexafosfato de mioinositol (76). O ácido fítico é considerado um antinutriente, 
devido à sua capacidade de diminuir a absorção de outros nutrientes (77). Uma 
dieta rica em fitato pode causar um balanço negativo dos minerais (Cu2+, Zn2+, 
Fe3+ e Ca2+), formando complexos insolúveis com estes e diminuindo, assim, a 
sua biodisponibilidade (78). Para além dos minerais, o ácido fítico parece ter um 
efeito negativo nas enzimas digestivas, incluindo lipase, α-amilase, pepsina e 
tripsina (78). 
Apesar das desvantagens que o fitato apresenta, este tem também efeitos 
benéficos como a diminuição da biodisponibilidade de substâncias tóxicas, como 
os metais pesados (cádmio e chumbo) presentes na dieta (79), e também tem a 
capacidade de diminuir o colesterol e os triglicéridos (58). O ácido fítico presente na 
soja provoca uma melhoria das doenças cardíacas, através do controlo da 
hipercolesterolemia e aterosclerose (58). Diversos estudos têm demonstrado que o 
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ácido fítico exibe uma atividade antioxidante in vitro, reduzindo os radicais livres e 
a peroxidação das membranas, principalmente devido às suas propriedades 
quelantes (76).  
Este compostos também apresenta propriedades anticancerígenas e este 
efeito pode ser devido a muito fatores, sendo que um deles pode ser o facto de o 
fitato ser um quelante dos iões metálicos, o que mantem a integridade do 
cólon(80). Em mamíferos, o ácido fítico participa em funções vitais nas células, 
particularmente na divisão celular, diferenciação e apoptose (81).  
 
1.3.3. Compostos fenólicos 
Os compostos fenólicos mais frequentes nas leguminosas são os taninos, 
os ácidos fenólicos e os flavonóides (59). A cor do revestimento da semente da 
leguminosa é determinada pela presença destes compostos (82). Estes estão 
envolvidos nos mecanismos de defesa das plantas contra bactérias, fungos, vírus 
e compostos químicos (58).  
Os benefícios das leguminosas são muitas vezes atribuídos às 
propriedades antioxidantes dos compostos fenólicos (83, 84). Estas propriedades 
antioxidantes dos alimentos têm sido associadas à prevenção de diversas 
patologias, como o cancro, a diabetes, as doenças respiratórias e as doenças 
autoimunes (85). In vitro, o feijão preto tem uma elevada atividade antioxidante (84), 
apresentando potencial anticancerígeno contra várias linhas celulares 
cancerígenas (86). Num estudo em que o objetivo foi comparar o efeito do 
consumo de leguminosas na inibição da multiplicação de células cancerígenas e 
na atividade antioxidante celular, em nove linhas celulares de diferentes tumores, 
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concluiu-se que o consumo regular destas é uma excelente forma de prevenção 
do cancro (60). 
As isoflavonas apresentam diversas atividades biológicas, incluindo a 
redução da osteoporose, prevenção de doenças cardiovasculares e de cancro, e 
podem ser utilizadas no tratamento dos sintomas resultantes da menopausa (87-89). 
Os efeitos anticancerígenos que as isoflavonas apresentam encontram-se mais 
estudados no cancro da mama. Foi observado que a população asiática tem uma 
menor incidência de cancro da mama sendo esta atribuída à ingestão elevada de 
isoflavonas (90).  
 
1.4. Principais compostos bioativos proteicos das sementes de leguminosas 
1.4.1. Proteínas e inibidores de proteases 
Tradicionalmente, as proteínas de reserva são classificadas consoante a 
sua solubilidade: as albuminas são solúveis em água, as globulinas são solúveis 
em soluções aquosas com sal, as prolaminas são solúveis em soluções de etanol 
e água e as glutelinas são solúveis em soluções diluídas de ácidos ou bases. As 
proteínas de reserva mais abundantes nas sementes de leguminosas são as 
globulinas (36).  
Algumas das substâncias bioativas são inibidores de proteases, que podem 
ser proteínas ou péptidos, e fazem parte da família Kunitz ou da família Bowman-
Birk. Os inibidores Kunitz (KI) têm uma massa molecular de aproximadamente 20 
kDa, enquanto aos inibidores Bowman-Brik (BBI) apresentam uma massa 
molecular compreendida entre 8 a 10 kDa (91).  
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O interesse por estes inibidores deveu-se ao facto de que uma alimentação 
rica em leguminosas interferia na digestão, crescimento e desempenho dos 
animais domésticos. Os inibidores de proteases são resistentes à pepsina, ao pH 
ácido do trato intestinal e interferem com a digestão por inibição da tripsina e 
quimotripsina, ligando-se irreversivelmente a estas enzimas (92). Os BBI atuam 
simultaneamente na tripsina e na quimotripsina, formando sete pontes de 
dissulfeto, ao contrário dos KI que inibem só a tripsina, através de duas pontes de 
dissulfeto (91).  
Para além da tripsina e quimotripsina, os inibidores de proteases inibem a 
α-amilase o que leva a uma diminuição da digestão do amido. Isto faz com que 
haja um decréscimo dos níveis de glucose e insulina no sangue, podendo ser um 
antinutriente utilizado no tratamento da diabetes e no controlo da obesidade (93). 
Foi sugerido, na literatura, que o efeito antidiabético das leguminosas se deve à 
capacidade que algumas proteínas têm de inibir a α-amílase e não somente à 
fibra e aos seus hidratos de carbono de baixo índice glicémico (94). Uma proteína 
do tremoço denominada conglutina , foi sugerida como responsável pelo controlo 
da glicemia, tanto em humanos como em ratos (95).  
Os inibidores de proteases apresentam efeitos anti-inflamatórios. Num 
estudo em ratos alimentados com BBIs verificou-se uma diminuição da inflamação 
na colite ulcerosa em comparação com os ratos alimentados com uma dieta 
padrão (96). Os BBIs têm este efeito anti-inflamatório através da inibição das 
proteases mediadoras da inflamação, que são muitas vezes as MMPs (36).  
Alguns estudos mostram que os BBIs da soja são supressores de cancro 
em vários modelos animais (92). Foi identificado um BBI da soja com atividade 
anticancerígena com atividade inibidora de quimotripsina (92). Estes BBIs 
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suprimem o cancro do cólon, esófago, fígado, pulmões e cavidade oral, e também 
mostraram ser eficientes na inibição do desenvolvimento de cancro após indução 
de radiações e tratamento químico (58).  
Estudos realizados in vivo em animais, bem como em estudos 
epidemiológicos mostram que há uma diminuição da mortalidade por cancro 
quando ocorre uma ingestão elevada de inibidores de proteases (58). No entanto, o 
mecanismo responsável por este efeito é pouco estudado, sendo possível que as 
MMPs estejam envolvidas neste processo. 
 
1.5. Efeito da cozedura nos compostos bioativos 
O processamento dos alimentos melhora o sabor e palatibilidade, como 
também aumenta a biodisponibilidade dos nutrientes através da inativação dos 
fatores antinutricionais (97). A maioria dos fatores antinutricionais é termo-sensível, 
como os inibidores de proteases. Os compostos fenólicos, saponinas e ácido 
fítico, por outro lado, são estáveis ao calor, mas a sua concentração pode ser 
reduzida por imersão, germinação e/ou fermentação (76).  
Estudos realizados in vitro demonstraram que a cozedura aumenta a 
digestibilidade das proteínas e do amido por redução dos inibidores de tripsina, 
sem que haja alteração significava na qualidade nutricional destes 
macronutrientes (98).   
Com a cozedura, verifica-se uma diminuição do teor proteico total, em 
cerca de 3,4%; no entanto, a sua digestibilidade melhora em 71,8 a 83,5% após a 
cozedura. Para além de melhorar a digestibilidade, este processo remove também 
alguns fatores antinutricionais (99).  
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Diversos estudos mostraram que os inibidores de quimotripsina 
apresentam maior estabilidade ao calor do que os inibidores de tripsina. Estes 
últimos são inativados por calor húmido à temperatura de 121 ºC durante 30 min. 
Contudo, é sabido que os péptidos são estáveis, dentro de limites razoáveis, a 
temperaturas elevadas, por não desnaturarem, e algumas proteínas de baixa 
massa molecular de certas espécies de leguminosas apresentam 
termoestabilidade (100) 
O tratamento térmico é a principal causa da alteração do teor de 
antioxidantes naturais nos alimentos. Este processamento pode ser responsável 
tanto pelo aumento como pelo decréscimo da ação antioxidante, dependendo de 
muitos fatores, tais como: estrutura química, potencial de oxirredução, localização 
na matriz e possíveis interações com outros componentes dos alimentos (101). 
A presença de polifenóis, especialmente taninos, diminui a digestibilidade 
das proteínas por torna-las parcialmente indisponíveis ou por inibição de enzimas 
digestivas (100).  
O tempo de cozedura é o fator que mais influencia o paladar das 
leguminosas. Para que haja diminuição do tempo de cozedura e se melhore a 
textura é necessário que as leguminosas sejam imersas em água ou numa 
solução salina. Esta imersão é recomendada para preservar a atividade 
antioxidante por diminuição do tempo de cozedura (97). 
Uma vez que para o consumo das leguminosas é necessário um tratamento 
térmico torna-se importante verificar se as bioatividades (quer benéficas, quer 







As sementes de leguminosas parecem ter um efeito antitumoral, podendo 
ser bons agentes na prevenção do cancro. No entanto, ainda não foi totalmente 
esclarecido o mecanismo pelo qual pode haver esta inibição e quais os principais 
compostos responsáveis. Por outro lado, as principais leguminosas presentes na 
dieta Mediterrânea não foram estudadas como antitumorais e nem foi analisado o 
efeito da cozedura nos compostos bioativos específicos de cada espécie. 
Dentro deste contexto, o objetivo principal deste trabalho foi comparar 
diferentes leguminosas, nomeadamente fava (Vicia faba L.), feijão vermelho 
(Phaseolus vulgaris L.), grão-de-bico (Cicer arietinum L.), lentilha (Lens culinaris 
M.), soja (Glycine max L.) e tremoço branco (Lupinus albus L.), na sua ação 
antitumoral em células do cancro do cólon (células HT-29) e testar que frações 
exibem maior atividade antitumoral. 
Os objetivos específicos foram: 
a) Quantificar e caracterizar a presença de compostos antitumorais nas 
sementes de diferentes leguminosas antes e após a cozedura; 
b) Avaliar o efeito destes compostos em células HT-29 em cultura; 
c) Avaliar o efeito destes compostos na atividade da MMP-9; 
d) Comparar a eficiência dos compostos proteicos e não proteicos e 
identificar o grupo mais eficiente; 
e) Tentar perceber, consumindo uma mesma quantidade de semente de 
cada espécie, qual seria a leguminosa com maior potencial para ser utilizada em 
dietas antitumorais, na sua forma crua ou cozida. 
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3. Materiais e Métodos 
3.1.  Reagentes 
Todos os reagentes utilizados neste trabalho apresentavam um grau de 
pureza pró-análise, e eram provenientes da Sigma (St Louis, EUA), Bio.Rad 
(Richmond, EUA), Merck S. A. (Darmstadt, Alemanha),VWR Chemical (Radnor, 
EUA), Millipore (Canadá),da RPE ACS (Milão, Itália), da Chem-lda NV (Bélgica) e 
da PanReac AppliChem (Barcelona, Espanha). Todas as soluções foram 
preparadas com água desionizada, obtida num sistema Mili-Q plus, da “Milipore” 
(Bedford, EUA). 
 
3.2.  Materiais biológicos 
Os materiais biológicos utilizados para a realização do presente trabalho 
foram sementes quiescentes de tremoço branco (Lupinus albus L.), grão-de-bico 
(Cicer arietinum L.), fava (Vicia faba L.), feijão vermelho (Phaseolus vulgaris L.), 
lentilha (Lens culinaris M.) e soja (Glycine max L.).  
Foi utilizada, durante este estudo, uma linha celular humana de um 
adenocarcinoma do cólon, HT-29 (ECACC 85061109), obtida de uma mulher 
Caucasiana de 44 anos de idade.  
 
3.3  Determinação do peso seco 
As sementes de leguminosas foram devidamente pesadas e colocadas a 
secar, numa estufa a 50 °C, e mantidas, nestas condições, até se verificar 
estabilização do peso. 
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3.4  Tratamento térmico 
3.4.1.  Hidratação 
As sementes de leguminosas foram hidratadas durante 24 h à temperatura 
ambiente, com água desionizada (Mili-Q, Millipore Corporation) numa proporção 
de 1:3 (m/v). 
 
3.4.2.  Cozedura 
A cozedura das sementes de leguminosas foi feita em água desionizada, 
numa razão de 1:20 (m/v), num recipiente metálico sobre uma placa quente até 
apresentarem uma textura macia (97). 
 
3.5.  Extrações e quantificações dos compostos proteicos 
3.5.1.  Extração das proteínas solúveis  
As sementes de leguminosas (cruas e cozidas) foram trituradas num robot 
de cozinha Bimby® TM 31 até se obter um pó fino e homogéneo. 
 
a) Deslipidação 
A farinha das leguminosas foi imersa em n-hexano, numa porção de 1:34 
(m/v), num período de 4 h, com agitação a 4 °C. Seguidamente, a amostra foi 






b) Extração das proteínas solúveis das sementes de leguminosas cruas e 
cozidas 
À farinha deslipidada foi adicionado, numa proporção de 1:5 (m/v), tampão 
Tris HCl 100 mM a pH 7,5. Esta solução foi mantida sob agitação overnight a 4 
°C. As amostras foram centrifugadas posteriormente, numa centrífuga Beckman 
J2-21M/E, a 12000 g durante 1 h a 4 °C, tendo sido recolhido o sobrenadante e 
posteriormente conservado a -20 °C.  
 
c) Eliminação dos compostos fenólicos da fração proteica 
Às amostras preparadas anteriormente foi adicionada polivinilpolipirrolidona 
(PVPP), numa porção de 1:4 (m/m). A amostra resultante foi centrifugada a 12000 
g, numa centrífuga Beckman J2-21M/E, durante 30 min, recolhendo-se o 
sobrenadante, que foi seguidamente conservado a -20 °C para posterior análise.  
 
3.5.2.  Quantificação do teor proteico 
O doseamento da proteína foi realizado através do método de Bradford 
(102), de acordo com o método descrito pela Bio-Rad (103), no qual se utilizaram 
microplacas com poços de 250 μL. 
Para a realização da quantificação proteica foi traçada uma reta padrão em 
que foi utilizada como padrão uma solução composta por albumina de soro de 
bovino (BSA), com diferentes concentrações. As amostras foram diluídas até 
perfazer um volume final de 20 μL, tendo sido realizados testes em triplicado. 
Foram, posteriormente, adicionados 200 μL de reagente de Bradford, “Dye 
Reagent Concentrate” e incubado no escuro à temperatura ambiente durante 10 
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min. Passado este tempo, foi lida a absorvância a 595 nm, num espetrofotómetro 
Syenery HT, Bio-TEK. 
 
3.6.  Extrações e quantificações dos compostos não proteicos 
3.6.1.  Extração do ácido fítico 
A extração do ácido fítico das sementes de leguminosas foi realizada de 
acordo com o método descrito por Gao e colaboradores (104). As sementes das 
leguminosas foram previamente trituradas, num robot de cozinha Bimby® TM 31, 
até à obtenção de um pó fino e homogéneo. Adicionou-se à amostra, numa 
porção de 1:20 (m/v), 2,4% (v/v) HCl, sendo depois colocada sob agitação a 220 
rpm durante 16 h. As amostras foram posteriormente centrifugadas a 1000 g, 
numa centrífuga Beckman CoulterTM AllegraTM 25R, durante 20 min a 10 °C. Foi 
recolhido o sobrenadante e desprezado o precipitado.  
 
3.6.2. Quantificação do ácido fítico 
Às extrações realizadas no ponto anterior adicionou-se 1 g de NaCl e 
colocou-se sob agitação a 350 rpm durante 20 min, de forma a dissolver o sal 
adicionado. Após a agitação, a amostra foi centrifugada a 1000 g, numa 
centrífuga Beckman CoulterTM AllegraTM 25R, a 10 °C durante 20 min, sendo 
rejeitado o precipitado. 
Foram utilizadas diferentes concentrações de fitato na preparação da reta 
de calibração. Na porção de 3:1 (v/v), foi adicionado à amostra o reagente 
modificado de Wade (0,03% (m/v) FeCl3·6H2O + 0,3% (m/v) ácido sulfossalicílico), 
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homogeneizado num vortex e posteriormente centrifugado a 1000 g, numa 
centrífuga Himac CT15RE, durante 10 min a 10 °C. A absorvância da reação 
colorimétrica foi lida a 500 nm, num espectrofotómetro Syenery HT, Bio-TEK. 
 
3.6.3.  Extração das saponinas 
As saponinas foram extraídas das leguminas segundo o método descrito 
por Makkar e Becker (105). Às amostras, moídas num robot de cozinha Bimby ® 
TM 31, foi adicionado 80% (v/v) metanol, numa porção de 1:20 (m/v), com 
agitação durante a noite. O conteúdo foi centrifugado a 3500 g, numa centrífuga 
Beckman CoulterTM AllegraTM 25R, durante 10 min e foi recolhido o sobrenadante. 
O precipitado foi lavado três vezes com 80% (v/v) metanol, numa porção de 1:10 
(m/v), tendo sido centrifugado a 3 500 g, numa centrífuga Beckman CoulterTM 
AllegraTM 25R, durante 10 min, e foi recolhido o sobrenadante.  
 
3.6.4.  Quantificação das saponinas 
A determinação da quantidade de saponinas foi efetuada através de um 
método espectrofotométrico descrito por Hiai e colaboradores (106). Foram 
utilizadas diferentes concentrações de saponinas da soja para a preparação da 
reta padrão. À extração, feita previamente, foi adicionada numa proporção de 1:4 
(v/v) uma solução com 80% (v/v) metanol, de 1:5 (v/v) uma solução com 8% (v/v) 
de vanilina, em etanol, e de 1:50 (v/v) de 72% (m/v) de ácido sulfúrico, tendo sido 
deixada em agitação num banho-maria a 0 °C. Posteriormente, a mistura foi 
aquecida num banho com água a 60 °C, durante 10 min, e colocada de novo em 
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água fria, até arrefecer. A absorvância foi lida a 544 nm, num espectrofotómetro 
Syenery HT, Bio-TEK. 
 
3.6.5.  Extração dos compostos fenólicos 
Os compostos fenólicos foram extraídos conforme o método descrito por 
Xu e Chang (107). Às leguminosas ‘sem cor’ (soja, tremoço branco e grão-de-bico), 
previamente trituradas num robot de cozinha Bimby® TM 31, juntou-se, numa 
porção de 1:10 (m/v), uma solução com 50% (v/v) de acetona. Nas leguminosas 
‘com cor’ (feijão vermelho, lentilha e fava) adicionou-se, numa porção de 1:10 
(m/v), uma solução com 70% (v/v) de acetona e 0,5% (v/v) de ácido acético. 
Ambas as amostras foram colocadas a agitar a 300 rpm, num agitador Agitorb 
200 ICP, durante 3 h à temperatura ambiente. A mistura foi posteriormente 
agitada durante 12 h no escuro e de seguida centrifugada a 867 g, numa 
centrífuga Beckman CoulterTM AllegraTM 25R, durante 10 min, sendo recolhido o 
sobrenadante. O processo repetiu-se duas vezes.  
 
3.6.6. Quantificação dos compostos fenólicos 
Os compostos fenólicos foram quantificados com o método de Folin-
Ciocalteu utilizando diferentes concentrações de ácido gálico para a preparação 
da reta de calibração(108). A 10 µL do extrato dos compostos fenólicos foram 
adicionados 80 µL de uma solução de 7% (m/v) de carbonato de sódio e 100 µL 
do reagente de Folin-Ciocalteau e posteriormente passados pelo vortex e 
incubados durante 8 min à temperatura ambiente. A absorvância foi lida a 765 nm 
num espectrofotómetro Syenery HT, Bio-TEK. 
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3.7.  Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
Foi utilizada a técnica de eletroforese desnaturante em gel vertical de 
poliacrilamida em dodecilo sulfato de sódio (SDS-PAGE, “sodium dodecyl sulfate 
polyacrylamide gel electrophoresis”) (109), em sistema descontínuo, constituído por 
um gel concentrador e um gel separador. Os polipéptidos foram separados em 
géis de 17,5% (m/v) acrilamida com a seguinte composição (110): 
 - Gel de concentração: 5% (m/v) acrilamida, 0,13% (m/v) bisacrilamida 
(N,N’-metileno-bisacrilamida), 125 mM Tris-HCl pH 6,8, 0,1% (m/v) dodecilo 
sulfato de sódio (SDS), 0,1% (m/v) persulfato de amoníaco (PSA) e 0,05% (v/v) 
tetrametiletilenodiamina (TEMED). 
 - Gel de separador: 17,5% (m/v) acrilamida, 10% (m/v) glicerol, 0,1% (m/v) 
bisacrilamida, 375 mM Tris-HCl pH 8,8, 0,01% (m/v) SDS, 0,03% (m/v) PSA e 
0,03% (v/v) TEMED. 
As amostras a analisar foram ressuspendidas no tampão de tratamento de 
amostra (80 mM Tris-HCl, pH 6,8, 100 mM 2-mercaptoetanol, 2% (m/v) SDS, 15% 
(v/v) glicerol e 0,006% (m/v) m-cresol purpúreo). De seguida as amostras foram 
agitadas e fervidas durante 5 min. Posteriormente foram centrifugadas a 10000 g, 
durante 5 mint numa centrífuga 5415 D, Eppendorf. 
O tampão de eletroforese era constituído por uma solução 25 mM de 
Trizma base, e 192 mM de glicina a pH 8,8 e 0,1% (m/v) SDS, sendo que a 
corrida decorreu em sistema vertical (Mini-PROTEAN Tetra Cell, BioRad, EUA), a 
corrente constante de 20 mA e tensão não inferior a 200 V, com uma fonte de 




3.7.1.  Coloração do SDS-PAGE 
O gel foi fixado durante 20 min numa solução de 10% (m/v) ácido 
tricloroacético (TCA), sob agitação. Seguidamente foi lavado com água 
bidestilada para remover o excesso de ácido e colocado a corar numa solução 
corante, contendo 0,25% (m/v) Azul Brilhante de Coomassie R-250 (CBB-R-250), 
contendo 25% (v/v) 2-propanol e 10% (v/v) ácido acético.  
Para a descoloração, o gel foi colocado numa solução contendo 25% (v/v) 2-
propanol e 10% (v/v) ácido acético, sempre com agitação, à temperatura 
ambiente, até se observarem nitidamente as bandas correspondentes aos 
polipéptidos. 
 
3.8.  Zimografia reversa 
A zimografia reversa é uma técnica eletroforética que torna possível a 
avaliação dos inibidores proteicos com atividade inibitória sobre a MMP-9. Isto é 
possível porque o substrato gelatina e a MMP-9 são adicionadas ao gel. Os 
inibidores proteicos presentes nas amostras são separados eletroforeticamente 
no gel de poliacrilamida com a gelatina e a gelatinase, que vai digerindo a 
proteína do gel.  
As amostras foram tratadas com tampão de amostra (60 mM Tris-HCl a pH 
6,8; 2% (m/v) SDS; 10% (v/v) glicerol). 
 
a) Separação proteica em SDS-PAGE em condições não-redutoras 
O gel de zimografia foi constituído por um gel de separação e um gel de 
concentração, com a seguinte composição: 
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 - Gel de separação: 12,5 % (m/v) acrilamida, 1% (m/v) bisacrilamida, 
750 mM Tris-HCl pH 8,8, 2,5% (m/v) gelatina, 0,028 % (m/v) PSA, 0,14% (v/v) 
TEMED e 10 µmol de MMP-9 
 - Gel de concentração: 5% (m/v) acrilamida, 1% (m/v) bisacrilamida, 125 
mM Tris-HCl pH 6,8; 0,03% (m/v) PSA e 0,24% (v/v) TEMED. 
A eletroforese foi efetuada num sistema vertical e com a adição do tampão de 
glicina, já descrito. 
 
b) Lavagem 
Com o objetivo de remover o SDS e consequentemente renaturar as 
enzimas foram realizadas três lavagens com duração de 30 min cada, com 
agitação, após a separação eletroforética, com 2,5% (v/v) Triton X-100.  
 
c) Incubação 
Incubou-se o gel com tampão de zimografia (50 mM Tris-HCl a pH 7,4, 5 
mM Cacl2, 1 µM ZnCl2 e 0,01% (m/v) azida de sódio) overnight até 2 dias a 37 °C. 
 
d) Coloração e descoloração do gel 
A coloração da zimografia obtida foi efetuada com 30% (v/v) etanol, 10% 
(v/v) ácido acético e 5% (m/v) azul de Coomassie G-250 coloidal (Coomassie G) 
O Coomassie G contém 34% (v/v) metanol, 17% (m/v) sulfato de amoníaco, 2% 
(v/v) ácido fosfórico e 1,1% (m/v) Coomassie G. 




3.9.  Ensaios Celulares 
3.9.1.  Manutenção das células HT-29 
As células cresceram em monocamada com o meio RPMI (meio Roswel 
Park Memorial Institute) suplementado com 10% (v/v) de soro bovino fetal (SBF), 
200 mM de glutamina, 2x104 Ul.mL-1 de penicilina e com 20 mg.mL-1 de 
estreptomicina em frascos de 75 cm2 e foram mantidas a 37 °C e 5% (v/v) de CO2. 
A viabilidade celular foi rotineiramente verificada por observação diária num 
microscópio invertido. 
 
3.9.2.  Ensaios de migração 
As células HT-29 cresceram em placas com 24 poços (5x105 células/poço) 
durante 24 h, ou até 80% de confluência. Efetuou-se um risco na monocamada de 
células com uma ponta de uma pipeta de 100 µL; após o corte lavaram-se os 
poços com tampão fosfato salino (PBS) para retirar as células soltas e colocou-se 
100 µg.mL-1 de proteínas e 10 mg.mL-1 dos compostos não proteicos em tampão 
com o meio RPMI.  
As células foram mantidas até 48 h, sendo monitorizado a invasão celular 
do corte efetuado pela pipeta ao longo do tempo. A área invadida após 48 h foi 
calculada para cada amostra e comparados com a área inicial às 0 h. 
 
3.9.3.  Ensaios de multiplicação 
As células HT-29 cresceram nas condições já descritas, em placas com 96 
poços (2x104 células/poço), em que foi adicionado 100 µg.mL-1 de cada fração 
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proteica e 10 mg.mL-1 dos potenciais inibidores da fração não proteica. Após 24 h, 
o meio extracelular foi removido e as células foram lavadas com PBS. 
Posteriormente foi efetuado o doseamento das células viáveis através do método 
colorimétrico com Brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-lil)-2,5-difeniltetrazólio 
(MTT)(111), em que foi adicionado 25 µL de uma solução de MTT dissolvido em 
meio de cultura com uma concentração final de 0,5 mM em cada poço. As placas 
foram incubadas durante 4 h a 37 °C. O PBS foi removido e de seguira adicionado 
200 µL dimetil-sulfóxido (DMSO) de forma a solubilizar os cristais de MTT. Após 
agitação das placas, foi determinada a densidade ótica a 570 nm, num 
espetrofotómetro (Syenery HT, Bio-TEK).  
 
3.9.4.  Ensaios da atividade enzimática do meio extracelular 
Para a quantificação da atividade inibidora da MMP-2 e MMP-9 foi utilizado 
um ensaio fluorométrico (112). No ensaio foi utilizada a DQ-gelatina da Invitrogen 
(Carlsbad, CA, EUA), dissolvida em água bidestilada, com uma concentração final 
de 2,5 µg.mL-1. As diluições e soluções foram preparadas com o tampão do 
ensaio que contém 50 mM Tris-HCl pH 7,6, 150 mM NaCl, 5 mmol.L-1 de CaCl2 e 
0,01% (v/v) de Tween 20.  
O ensaio foi realizado em microplacas pretas de 96 poços em que foi 
adicionado 100 µL do meio extracelular das células HT-29, recolhido após a 
realização do ensaio da migração celular, e 100 µL de gelatina DQ. Incubou-se 
durante 1 h a 37 °C e foi lida a fluorescência entre 494 nm e 515 nm num 




 3.9.5. Zimografia 
A zimografia foi semelhante à zimografia reversa, descrita acima, mas 
neste ensaio não foram adicionadas as gelatinases. Esta técnica permite a 
avaliação da atividade das gelatinases MMP-2 e MMP-9. As amostras foram 
recolhidas do meio das células HT-29 após o ensaio da invasão. 
 
3.10. Ensaios da atividade da MMP-9 
O ensaio foi realizado conforme descrito no ponto 3.9.4. Neste ensaio foi 
adicionado 80 µL da amostra proteica e não proteica, 40 µL do tampão de 
incubação e 40 µL de MMP-9 e posteriormente foi incubada durante 1 hora a 37 
°C. Subsequentemente foi adicionado 40 µL de DQ-gelatina e foi deixado a 
incubar outra vez durante 1 hora a 37 °C. Foi medido a fluorescência entre 494 
nm e 515 nm num espectrofotómetro Syenery HT, Bio-TEK. Foram incluídos 
controlos, tanto positivo (sem amostra) e negativos (sem enzima). Todos os 
dados foram corrigidos pela subtração dos seus respetivos controlos negativos. 
 
3.11. Análise estatística  
A análise estatística foi realizada com o programa PASW Statistics 18 ®. 
Todos os resultados foram expressos pelas médias de pelo menos três amostras 
± desvio padrão. Utilizou-se o teste t-student para comparar o efeito da cozedura 
nos compostos bioativos, em que p ≤0,05 foi aceite como significativo. 
Para comparar o efeito dos potenciais inibidores e a comparação entre eles 




4. Resultados e Discussão 
 
4.1.  Quantificação dos compostos bioativos nas sementes de 
leguminosas 
Com o intuito de caraterizar e comparar o teor em compostos com 
potencial anticancerígeno das espécies de leguminosas estudadas (lentilha, fava, 
feijão vermelho, grão-de-bico, soja e tremoço) foi realizada, neste trabalho a 
quantificação de diferentes compostos bioativos: ácido fítico, saponinas, 
compostos fenólicos e proteínas solúveis. Para este efeito, foram conduzidas 
extrações específicas para cada um destes grupos de compostos. As extrações 
foram executadas com a semente inteira das diferentes leguminosas estudadas, 
incluindo o tegumento. Foram utilizadas sementes na sua forma crua e cozida, 
numa tentativa de mimetizar as condições em que são ingeridas pelo homem.  
 
4.1.1. Ácido fítico 
O ácido fítico, como anteriormente mencionado, é considerado um 
antinutriente devido à sua capacidade de sequestração de minerais (76). No 
entanto, existem estudos que concluem que a presença deste composto nos 
alimentos se torna importante devido aos seus benefícios, principalmente pelas 
suas propriedades anticancerígenas (80). Neste sentido, procedeu-se à 
quantificação do ácido fítico, com o objetivo de identificar as sementes com maior 




O teor de ácido fítico presente nas sementes de leguminosas estudadas 
encontra-se ilustrado na figura 3 e na tabela 1. Na literatura a percentagem de 
ácido fítico nas leguminosas tem variado entre 0,4 a 2%, no entanto estes valores 
variam consoante a espécie, a variedade e a própria cultura (113, 114). A forma do 
ácido fítico presente maioritariamente nas plantas é o hexafosfato de inositol (IP6), 
representando 60 a 90% do total de ácido fítico (58).  
Neste trabalho, as sementes apresentaram uma concentração de ácido 
fítico muito semelhante, entre 23,7 e 25,5 µg de ácido fítico.g-1 PS. Vários autores 
analisaram igualmente as concentrações deste composto. Por exemplo, Wang e 
colaboradores (115) verificaram que a lentilha apresentava uma concentração de 
ácido fítico de 62 µg.g-1 PS de semente. Chiltra e colaboradores (113), ao 
analisarem a quantidade de ácido fítico, observaram que a soja apresentava 36,4 
mg.g-1, uma variedade de feijão 13,7 mg.g-1 e o grão-de-bico 9,6 mg.g-1. Estes 
valores são diferentes dos obtidos no presente trabalho. No entanto, como já 
mencionado, os valores podem variar entre espécies e dentro da mesma espécie. 
 
Figura 3. Teor de ácido fítico em diferentes espécies de sementes de leguminosas. Quantificado pelo 
método descrito por Gao e colegas 
(104)
 e expresso em µg de ácido fítico.g
-1
 PS de semente. As barras 



































Os efeitos da cozedura induziram apenas uma ligeira diminuição deste 
composto em todas as espécies estudadas, com reduções entre 0,1 e 0,6% do 
seu teor. Contudo, não se observou um decréscimo tão acentuado como noutros 
estudos, em que foram referidos decréscimos entre 4 e 51%, após cozedura (116). 
Vijayakumari e colaboradores (117) verificaram uma diminuição de 28% do teor de 
ácido fítico após a cozedura. Esta aparente diminuição resultante da cozedura 
pode ser, em parte, devida à formação de complexos insolúveis entre o ácido 
fítico e outros componentes, como proteínas e minerais(118). 
A diferença entre as percentagens de perda de ácido fítico entre o presente 
trabalho e os outros estudos anteriores pode dever-se à temperatura à qual foi 
efetuada a imbibição. Estudos têm verificado que a fitase (enzima que degrada o 
fitato e que está presente naturalmente nas sementes) não apresenta atividade a 
temperaturas inferiores a 20 ºC (temperatura ótima de ação é 60 ºC). Por esse 
motivo, quando foram utilizadas temperaturas de imbibição superiores à utilizada 
neste estudo houve uma maior degradação do fitato por ação da enzima (119). É 
de salientar que somente um dos estudos analisados refere a temperatura de 
imbibição, sendo está de 37 ºC (116). Para além desta justificação, o tempo e a 










Tabela 1. Teor em ácido fítico nas diferentes sementes de leguminosas, cruas e cozidas, e percentagem de 
perda devida à cozedura. Os resultados encontram-se expressos em µg de ácido fítico.g
-1
 PS de semente e 
representam a média (n=3) ± desvio padrão e a percentagem de perda devida à cozedura. NC: não cozido; 
C: cozido; a p≤0,05 NC vs.C. 
 
  











24,8 ± 0,0006 24,8 ± 0,002 24,8 ± 0,006 25,4 ± 0,002 25,4 ± 0,002 23,7 ± 0,001 
% De perda 0,3 0,6 0,2 0,2 0,3 0,1 
        
 
4.1.2.  Saponinas 
As saponinas têm sido estudadas pelas suas propriedades benéficas, tanto 
devido à sua eficácia na redução do colesterol (66) como pelo seu efeito anti-
inflamatório(71) e anticancerígeno (67-70). A sua presença nas sementes das 
leguminosas torna-se, portanto, importante. 
Neste trabalho, a concentração em saponinas variou entre 0,3 e 3,8 mg.g-1 
PS de semente. Relativamente às leguminosas cruas, a soja foi a que apresentou 
a maior quantidade de saponinas e o tremoço a menor concentração. Quando 
cozido, o grão-de-bico apresentou a menor concentração, conforme ilustrado na 




Figura 4. Teor de saponinas em diferentes espécies de sementes de leguminosas. Quantificação pelo 
método descrito por Hiai e colaboradores 
(106)
. Os resultados estão expressos em mg de saponinas .g
-1
 PS de 
sementes. As barras representam a média de pelo menos três réplicas diferentes ± desvio padrão. 
 
No presente trabalho, verificou-se que a soja contém aproximadamente 
0,4% (m/m) de saponinas e o feijão 0,2% (m/m), o que está de acordo com a 
literatura publicada, em que a soja apresentava 0,5 a 0,6% (m/m) e o feijão 0,2% 
a 1,6% (m/m) (120). O conteúdo em saponinas pode variar consoante as culturas, 
variedade, localização, irrigação, tipo de solo, clima e crescimento (59).  
Após a cozedura verificou-se uma perda significativa (p ≤0,05) das 
saponinas em todas as leguminas com exceção da lentilha. Neste trabalho houve 
uma diminuição entre 7 e 90,7%, sendo que a que teve uma menor perda foi a 
lentilha e a maior o grão-de-bico. Outros estudos estão de encontro com os 
resultados obtidos neste trabalho. Chang e colaboradores (121) verificaram que a 
concentração de saponinas, em diferentes leguminosas (ervilha, grão-de-bico e 
lentilha), variava aproximadamente entre 7 a 17 mg.g-1. Após cozedura, estes 








































Existem, no entanto, estudos contraditórios quanto à perda de saponinas 
após a cozedura. No entanto, estas comparações só poderão ser realizadas 
quando os autores utilizam o mesmo volume de água, tempo e temperatura na 
cozedura. Fenwick and Oakenfull (122) verificaram que a cozedura tem pouco 
efeito no conteúdo em saponinas da fava, enquanto que Jood e colaboradores 
(123) observaram uma redução significativa nas saponinas após cozedura do grão-
de-bico e numa variedade de feijão.   
 
Tabela 2. Teor em saponinas nas diferentes sementes de leguminosas, cruas e cozidas, e percentagem de 
perda devida à cozedura. Os resultados encontram-se expressos em mg de saponinas.g
-1
 PS de semente e 
representam a média (n=3) ± desvio padrão e a percentagem de perda devida à cozedura. NC: não cozido; 
C: cozido; a p≤0,05 NC vs.C. 
 
  
Lentilha Fava Feijão Grão Soja Tremoço 
Saponinas 
NC 
 (mg.g-1 PS) 





0,7 ± 0,07 0,6 ± 0,01 1,2 ± 0,25 0,3 ± 0,12 1,6 ± 0,24 0,4 ± 0,13 
% De perda 7,0 51,2a 29,5a 90,7a 57,6a 41,5a 
        
 
4.1.3.  Compostos fenólicos 
 
Os compostos fenólicos têm sido, devido à sua capacidade antioxidante, 
muito estudados como potenciais agentes anticancerígenos (83). A quantidade 
destes compostos nas sementes das leguminosas varia consoante a espécie, 
como se pode constatar na figura 5 e tabela 3. Assim, as leguminosas com maior 






Figura 5. Teor em compostos fenólicos nas diferentes espécies de sementes de leguminosas. Os compostos 
foram quantificados pelo método de Folin-Ciocalteau 
(108)
. Os resultados estão expressos em mg de 
equivalentes de ácido gálico g
-1
 PS de semente. As barras representam a média de pelo menos três réplicas 
diferentes ± desvio padrão. 
 
 
Os níveis de polifenóis nas plantas são largamente influenciados por 
fatores genéticos e por condições ambientais. Outros fatores como a germinação, 
maturação, variedade, processamento e armazenamento podem também 
influenciar o conteúdo em compostos fenólicos (58). Neste trabalho, o tremoço foi o 
que apresentou uma maior concentração de compostos fenólicos, com 3,12 mg de 
equivalentes de ácido gálico.g-1 PS de semente, seguido da soja, com 1,74 mg.g-1 
PS. Chang e colaboradores (60),  ao estudarem a concentração de compostos 
fenólicos em diversas espécies (ervilha verde e amarela, grão-de-bico, lentilha, 
várias variedades de feijão e soja) verificaram que estas continham entre 1,13 e 
14,3 mg.g-1 PS, sendo que a espécie que apresentou mais foi a lentilha e a que 
apresentou menos foi a ervilha.  
Com o processo de cozedura verificou-se uma perda significativa (p ≤0,05) 








































uma maior perda foram o feijão e a lentilha. Esta redução dos fenóis após a 
cozedura foi confirmada por outros estudos (121, 124), em que verificaram uma 
perda de 30 a 79% do total destes compostos. A soja e a fava foram os que 
apresentaram uma menor perda de compostos fenólicos, 60,9 e 58,9% 
respetivamente. Uma possível explicação, como já verificado na soja, poderá ser 
o facto de ocorrer libertação de compostos fenólicos estruturais, como a lenhina, 
por despolimerização térmica durante a cozedura (125).   
Neste trabalho, parte destes compostos passaram para a água de 
cozedura (dados não apresentados), sendo a água de cozedura e imbibição a 
maior responsável pela perda dos compostos fenólicos em comparação com a 
temperatura (126). Devido ao elevado potencial bioativo destes compostos, estes 
resultados apontam para a importância de se consumir a água utilizada nestes 
processos (imbibição e cozedura).  
 
Tabela 3. Teor em compostos fenólicos nas diferentes sementes de leguminosas, cruas e cozidas, e 
percentagem de perda devida à cozedura. Os resultados encontram-se expressos em mg de ácido gálico.g
-1
 
PS de semente e representam a média (n=3) ± desvio padrão e a percentagem de perda devida à cozedura. 
NC: não cozido; C: cozido; a p≤0,05 NC vs.C. 
 
  












0,4 ± 0,08 0,4 ± 0,04 0,1 ± 0,01 0,2 ± 0,002 0,7 ± 0,06 0,8 ± 0,02 
% De perda 73,0a 58,9a 91,9a 68,0a 60,9a 72,4a 
 
 
4.1.4. Proteínas solúveis 
O interesse pelas proteínas das leguminosas tem vindo a aumentar nas 
últimas décadas, principalmente devido aos seus benefícios a nível das doenças 
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cardiovasculares. Uma vez que a FDA aprovou a alegação nutricional da lunasina 
como tendo propriedades na diminuição do colesterol sérico e na redução do risco 
de doenças coronárias (127). Atualmente, as proteínas têm sido estudadas como 
potenciais agentes anticancerígenos. Deste modo, foi importante identificar as 
leguminosas com maior teor em proteínas pois, deste modo, poderão apresentar 
maior capacidade anticancerígena (36). 
A concentração em proteínas solúveis nas sementes de leguminosas 
encontra-se ilustrada na figura 6 e tabela 4. 
 
 
Figura 6. Teor de proteínas solúveis das diferentes espécies de leguminosas. Quantificação pelo método de 
Bradford 
(103)
. Os resultados estão expressos em mg de proteínas soluveis.g
-1
PS de semente. As barras 
representam a média de pelo menos três réplicas diferentes ± desvio padrão.  
 
Sabe-se que a concentração das proteínas solúveis e totais é dependente 
da espécie, variedade, maturidade e das condições de crescimento (92). 
Quando não cozidas, a soja e o tremoço apresentaram maior quantidade 
de proteína solúvel, 297,4 e 190,4 mg.g-1 PS, respetivamente, e as sementes de 







































79,0 e 72,0 mg.g-1, respetivamente. Após o processo de cozedura, a 
concentração de proteína variou, sendo que as que demonstraram ter um maior 
teor foram a lentilha e o tremoço com uma concentração de 17,7 e 16,6 mg.g-1, 
respetivamente. Por outro lado, as leguminosas que apresentaram com menor 
teor foram o feijão, 4,4 mg.g-1 PS, seguido da fava, com 13,9 mg.g-1 PS. 
Os resultados mostram que após a cozedura, houve uma diminuição 
significativa das proteínas solúveis, principalmente na soja, com uma perda de 
94,7 %, seguida do feijão com 93,9 %. Scarafoni e colaboradores (128) observaram 
uma redução de mais de 99 % nas proteínas solúveis do tremoço, após o 
tratamento térmico.  
 
Tabela 4. Teor em proteínas solúveis nas diferentes sementes de leguminosas, cruas e cozidas, e 
percentagem de perda devida à cozedura. Os resultados encontram-se expressos em mg de proteínas 
solúveis.g
-1
 PS de semente e representam a média (n=3) ± desvio padrão e a percentagem de perda devida à 
cozedura. NC: não cozido; C: cozido; a p≤0,05 NC vs.C. 
 
  












17,7 ± 0,23 13,9 ± 6,42 4,4 ± 1,56 16,0 ± 6,52 15,7 ± 4,82 16,6 ± 3,2 
% De perda 77,6a 87,8a 93,9a 88,4a 94,7a 91,3a 
 
 
Com o objetivo de avaliar a diferença no teor e perfil polipeptídico foi 
efetuado um SDS-PAGE às diferentes espécies de leguminosas (figura 7). Como 
seria de esperar, as diferentes espécies apresentam uma grande variabilidade no 
seu perfil polipeptídico. Após a cozedura foi possível verificar a diminuição tanto 
quantitativa como qualitativa do teor proteico, sendo observável o 
desaparecimento de algumas bandas polipeptídicas. Como foi confirmado na 
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tabela 4, a soja e o feijão foram os que apresentaram uma maior perda de 




Figura 7. Imagem representativa do perfil polipeptídico das frações proteicas das leguminosas obtidas por 
SDS-PAGE em gel de poliacrilamida (17,5% m/v acrilamida), suplementado com 10% (v/v) glicerol. NC: Não 
cozida; C: Cozida. De forma a permitir uma análise e comparação qualitativa e quantitativa do teor proteico, 
as frações NC e C foram ressuspendidas e carregadas com o mesmo volume no gel.  
 
No que refere ao nível nutricional, com a cozedura das leguminosas 
verifica-se uma perda dos compostos, principalmente das saponinas e compostos 
fenólicos. Quanto às proteínas, foram apenas analisadas as proteínas solúveis e 
não as totais, no entanto, no que diz respeito à proteína ingerida, a temperatura 
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apenas desnatura as proteínas, o que as torna mais digestíveis por ficarem mais 
suscetíveis à ação de proteases (129).  
Em termos dos compostos bioativos, o grão-de-bico, a soja, o tremoço e o 
feijão foram os que apresentaram maior concentração destes. Podendo, de uma 
forma especulativa, afirmar que poderão ser estas as leguminosas que terão um 
maior potencial anticancerígeno.  
 
4.2. Zimografias reversa 
Diversos estudos apontam para o facto de que a inibição da atividade das 
MMPs parece ser uma promissora terapia anti-cancro (130). Dentro das MMPs, a 
MMP-2, MMP-7 e MMP-9 são as mais estudadas, no entanto, as gelatinases são 
as mais importantes para os processos de migração celular, angiogénese e 
formação de metástases (131). 
Através da zimografia reversa, figura 8, foi possível analisar quais as 
frações proteicas que apresentaram capacidade de inibição ou resistência à 
MMP-9. A maioria das leguminosas, na sua forma não cozida, apresentou frações 
inibitórias. Com uma massa molecular de aproximadamente 100 kDa, 80 kDa e 25 
kDa. O tremoço parece ter apenas uma fração que foi inibidora ou resistente à 






Figura 8. Imagem representativa de uma zimografia reversa realizada por SDS-PAGE (12,5 % m/v 
acrilamida) com gelatina e 1µmol.mL
-1
 de MMP-9. NC: Leguminosa sem cozer; C: Leguminosa cozida. De 
forma a permitir uma análise e comparação qualitativa e quantitativa do teor proteico, as frações NC e C 
foram ressuspendidas e carregadas com o mesmo volume em gel.  
 
Após a cozedura foi possível verificar que a maioria das bandas 
desaparecem em quase todas as espécies, mas que existem polipéptidos com 
aproximadamente 25 kDa, que são resistentes ao tratamento térmico e que 
continuam a ter capacidade de inibição e/ou de resistência à MMP-9. Esta fração 
proteica foi apenas visível em três espécies: grão-de-bico, soja e tremoço. 
Assim, através da zimografia reversa foi possível verificar a existência de 
um polipéptido com aproximadamente 25 kDa, que poderá ser o referido e já 
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descrito, sendo este resistente à temperatura e que mantêm a sua inibição e/ou 
resistência à MMP-9. Na soja estão estudados vários inibidores de proteases 
como por exemplo um BBI e um KI com 8 kDa e 22 kDa, respetivamente (132). No 
grão-de-bico já foram também descritos inibidores de proteases, neste caso de 
tripsina, com massa molecular por volta dos 20 kDa (133). Quanto ao tremoço, a 
informação sobre inibidores de proteases encontra-se ainda muito limitada. Até 
agora, somente um inibidor de proteases foi descrito, sendo este um inibidor de 
tripsina com cerca de 21 kDa (128). Este inibidor poderá ser o que se encontra 
visível na zimografia reversa, mas apenas um estudo mais profundo, como por 
exemplo com outros tipos de eletroforeses poderiam permitir a sua identificação. 
 
4.3.  Ensaios celulares nas células CCR, HT-29 
A análise do potencial antitumoral das diferentes espécies foi 
subsequentemente efetuada em células do cancro cólon, HT-20. Foram 
escolhidas três leguminosas: grão-de-bico, soja e tremoço. Esta escolha recaiu no 
facto de estas apresentarem uma fração proteica resistente ou inibidora da MMP-
9 quando cozidas. Para além disso, estas três leguminosas são, de uma maneira 
geral, as que apresentam maior quantidade dos compostos potencialmente 
bioativos.  
Para os ensaios celulares foram estudadas dois tipos de frações, uma 
contendo os compostos proteicos, solúveis em tampão, e uma segunda contendo 
compostos não proteicos (compostos fenólicos, saponinas e ácido fítico), solúveis 
em acetona, das três leguminosas selecionadas na sua forma crua e cozida. Foi 
utilizada uma concentração de 100 µg.mL-1 de compostos proteicos, uma vez que 
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em trabalhos anteriores verificou-se esta concentração (dados não apresentados) 
induziu efeitos de inibição. Quanto aos compostos não proteicos, a quantidade 
utilizada foi baseada no trabalho de Xu e Chang (60) onde foram utilizados vários 
tipo de sementes de leguminosas e vários tipos de células tumorais, (entre as 
quais as células HT-29), em que foi adicionada uma concentração de 10 mg.mL-1 
de compostos fenólicos totais. 
 
4.3.1. Migração celular 
Para que ocorra a patogénese do cancro é necessário que haja uma 
excessiva multiplicação celular das células cancerígenas, migração, angiogénese 
e metástase (131). A invasão celular é um processo complexo que envolve vários 
componentes tanto intra como extracelulares e processos de sinalização (24). Mais 
especificamente, a migração celular do cancro pode ser vista como um processo 
regulado por endoproteases, que degradam a matriz; integrinas e outras 
moléculas de adesão celular (24). Desde os primeiros trabalhos sobre a 
importância das MMPs no cancro que tem havido uma clara relação entre as 
MMPs, a degradação da matriz extracelular e a invasão das células cancerígenas. 
Estudos têm ligado a inibição das MMPs, por inibidores sintéticos ou naturais, 
com uma correspondente inibição da invasão celular (11). Portanto, a capacidade 
de invasão celular após efetuar-se um corte na monocamada das células indica a 
capacidade de formação de metástases no organismo (30).  
Na figura 9, encontram-se representados exemplos da migração celular 





Figura 9. Exemplos da migração celular das diferentes espécies de leguminosas após o corte da 
monocamada de células HT-29 tratadas com 10 mg.mL
-1
 de compostos não proteicos ou 100 µg.mL
-1 
de 
proteínas solúveis, após 48 h. NP: Compostos não proteicos das leguminosas cruas; NPC: Compostos não 
proteicos das leguminosas cozidas; P: Proteína solúvel das leguminosas cruas; PC: Proteína solúvel das 
leguminosas cozidas. 
 
No presente trabalho, verificou-se que as diferentes frações das três 
espécies de leguminosas tiveram um efeito inibitório na migração celular, mas 
foram observadas diferenças significativas entre as frações proteicas e não 
proteicas, e também entre espécies. De um modo geral, as células tratadas com 
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os compostos não proteicos de todas as leguminosas apresentaram 
significativamente (p ≤0,05) menor migração celular, após 48 h de incubação em 
comparação com o controlo (figura 10). Relativamente aos compostos proteicos, 
somente as do grão-de-bico cru e as do tremoço cozido apresentaram 
significativamente (p ≤0,05) menor migração celular. Com a cozedura não se 
verificou uma diferença significativa entre a atividade inibidora dos compostos não 
proteicos e proteicos, com exceção do tremoço, onde estes compostos 
apresentaram maior capacidade de inibição que os compostos não cozidos. 
 
 
Figura 10. Migração celular nas diferentes espécies de leguminosas após o corte da monocamada de 
células HT-29 tratadas com 10 mg.mL
-1
 de compostos não proteicos ou 100 µg.mL
-1
 das proteínas solúveis, 
após 48 h. Os valores são apresentados com média ± desvio padrão; * p ≤0,05 vs. controlo. NP: Compostos 
não proteicos das leguminosas cruas; NPC: Compostos não proteicos das leguminosas cozidas; P: Proteína 
solúvel das leguminosas cruas; PC: Proteína solúvel das leguminosas cozidas. 
 
Comparando as espécies, os compostos que apresentaram uma maior 
capacidade de inibição da migração celular foram os compostos não proteicos do 
tremoço cozido (ou seja, as saponinas, os compostos fenólicos e o ácido fítico), 









































crua e cozida com uma inibição de 70% e 64%, respetivamente. Em termos de 
inibição induzida por proteínas, a maior inibição foi induzida pelo tremoço, após a 
cozedura, com 54% de inibição.  
A tabela 5 contém as percentagens de inibição da migração celular 
observadas. 
 
Tabela 5. Inibição da migração celular em relação ao controlo após 48h do corte na monocamada de células 
HT-29, tratadas com 10 mg.mL
-1
 de compostos não proteicos ou 100 µg.mL
-1
 dos compostos proteicos. Os 
valores são apresentados com média ± desvio padrão. NC: Não Cozido; C: Cozido; a p≤0,05 vs. controlo. 
 
  









NC 25 ± 17,5a   10 ± 19,6    15 ± 17,0 
C 12 ± 17,4 
 
4 ± 16,4 
 
54 ± 16,9a 
       
C. Não 
Proteicos 
NC 59 ± 18,0a   70 ± 15,8a   36 ± 17,6a 
C 53 ± 18,3a 
 
64 ± 10,3a 
 
70 ± 11,3a 
 
Nenhum estudo até agora verificou qual o papel da cozedura no potencial 
antimetastático das leguminosas. Ao comparar o efeito dos diferentes compostos 
quando crus e cozidos verificou-se que houve apenas uma diferença significativa 
na inibição da migração no tremoço. O facto de o tremoço cozido apresentar uma 
maior inibição da migração celular em comparação com o tremoço cru (p ≤0,05), 
pode dever-se a um aumento da concentração dos compostos com atividade, no 
caso destes serem resistentes à cozedura. Isto porque os compostos proteicos e 
não proteicos podem ser desnaturados ou eliminados pela cozedura, havendo 
uma concentração dos compostos resistentes a esta. Neste caso, ao adicionar a 
amostra, houve uma maior concentração dos compostos do tremoço com 
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atividade antitumoral. Também é possível que as proteínas de menor massa 
molecular do tremoço (que são resistentes à fervura) tenham sido extraídas na 
fração dos compostos não proteicos. Trabalhos anteriores no laboratório 
demonstraram que certas frações proteicas do tremoço, com capacidade de 
inibição da migração celular são solúveis tanto em tampão como em 90% de 
etanol (dados não apresentados). Isto justifica o aumento da atividade observada 
na cozedura nas duas frações proteica e não proteica. 
Quanto à diferença entre as várias espécies de leguminosas, verificou-se 
que as proteínas solúveis do tremoço cozido tiveram maior capacidade de 
inibição, com significado estatístico (p ≤0,05), quando comparadas com as 
proteínas solúveis das outras leguminosas. Já nos compostos não proteicos a 
soja e o grão-de-bico inibiram mais do que os do tremoço, quando as sementes 
se encontravam cruas.  
Outros estudos verificaram que a fração não proteica presente nas 
leguminosas inibe a migração celular. Kang e colaboradores (134) constataram que 
as saponinas da soja inibiram a migração celular após 16 h de incubação, tanto 
nas células HT-29 como nas células cancerígenas dos fibroblastos (células HT-
1080) numa concentração de 30 a 300 µg.mL-1. Estes autores verificaram ainda 
que com uma suplementação de 0,2% de saponinas da soja obtinham 
propriedades antimetastáticas em ratos. Os flavonóides presentes nos alimentos 
também demostraram ter atividade antitumoral por inibição da migração celular, 
da secreção das MMPs, do crescimento celular e da adesão celular e induz ainda 
a apoptose (135). 
Das proteínas solúveis das leguminosas, como já mencionado, apenas o 
tremoço e o grão-de-bico apresentaram efeito significativo (p ≤0,05) na inibição da 
 47 
 
migração celular. Nenhum estudo, até ao presente, estudou o efeito das proteínas 
do tremoço na migração celular, sendo este resultado um bom indicador para 
novos estudos.  
Estudos realizados em animais, in vitro e estudos epidemiológicos 
mostraram que uma elevada ingestão de inibidores de proteases diminuiu o 
desenvolvimento de metástases e a mortalidade por cancro (58). Esta inibição do 
fenótipo maligno poderá ser devida à capacidade que os inibidores de proteases 
têm em suprimir enzimas celulares responsáveis pelas metástases, certas 
atividades proteolíticas e expressão de certos tipos de oncogéneses que têm um 
papel importante na carcinogénese (92). 
No tremoço, a informação sobre inibidores de proteases é muito limitada, 
tendo sido até agora, descrito apenas um inibidor de tripsina, conforme já 
mencionado(128). Estes resultados também demostraram que apesar de a soja 
apresentar maior quantidade proteica, o tremoço apresentou uma maior 
capacidade de inibição da migração celular em relação à soja.  
Neste trabalho era esperado que as proteínas da soja apresentassem 
efeito inibitório da migração, uma vez que as proteínas desta leguminosa, 
principalmente os BBIs, têm sido apontados como inibidores anticancerígenos e 
antimetastáticos, em vários modelos animais (92). Estes BBIs suprimiram o cancro 
do cólon, esófago, fígado, pulmões e da cavidade oral e também mostraram ser 
eficientes na inibição do desenvolvimento de cancro após indução por radiações e 
químicos (58). Kennedy e colaboradores (136) verificaram que, in vitro, 50 a 100 
µg.mL-1 de BBIs da soja diminuíram a migração celular em células cancerígenas 
do cancro da próstata. O BBI, presente na soja, que tem sido mais estudado é a 
lunasina, tendo sido indicado como preventivo do cancro (137). Devido à sua 
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capacidade de prevenir ou suprimir processos cancerígenos em diferentes linhas 
celulares, bem como em ensaios com animais, este péptido tem vindo a ser 
investigado pela FDA deste 1992, e atualmente está a ser avaliado em ensaios 
clínicos em humanos como um agente anticancerígeno(138).  
Neste trabalho, como já mencionado, as proteínas solúveis da soja não 
apresentaram efeito na inibição da migração celular. No entanto, uma possível 
justificação para esta diferença é o facto de estes estudos terem utilizado 
somente BBIs e não a proteína total solúvel. Fereidunian e colaboradores (131) 
purificaram 12 mg de BBI.g-1 de semente de soja, o que corresponde a 
aproximadamente 9% da proteína solúvel da soja. Extrapolando, neste trabalho 
teriam sido adicionados 9 µg.mL-1 deste BBI, o que em comparação com o 
adicionado nos outros estudos foi uma quantidade muito inferior. Assim, pode-se 
inferir que neste trabalho foi utilizado uma concentração demasiado baixa para 
exercer efeito. 
 
4.3.2. Multiplicação celular  
A tumerogénese ocorre devido a uma multiplicação celular descontrolada e 
excessiva (131). A identificação de um inibidor da multiplicação celular pode 
resultar na inibição do crescimento tumoral e no desenvolvimento de metástases.  
Neste trabalho, foi-se avaliar o efeito que os diferentes compostos 
estudados tinham na viabilidade e proliferação celular (figura 11). 
De um modo geral, os resultados demonstraram que a maior parte dos 
compostos não apresentaram citotoxicidade para as células, uma vez que a 
viabilidade celular foi mantida. Na forma crua, apenas os compostos não proteicos 
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do grão-de-bico apresentaram significativamente (p ≤0,05) menor multiplicação 
celular em relação ao controlo, enquanto que com a cozedura, apenas os 
compostos não proteicos da soja induziram uma inibição da proliferação celular, 
sendo esta inibição de 38% e 28%, respetivamente (tabela 6). 
  
 
Figura 31. Multiplicação celular das células HT-29 após 24 h tratadas com 10 mg.mL-1 de compostos não 
proteicos ou 100 µg.mL
-1
 de proteínas solúveis. Os valores são apresentados em média ± desvio padrão; * p 
≤0,05vs. controlo. NP: Compostos não proteicos das leguminosas cruas; NPC: Compostos não proteicos das 
leguminosas cozidas; P: Proteína solúvel das leguminosas cruas; PC: Proteína solúvel das leguminosas 
cozidas. 
 
Tabela 6. Inibição da multiplicação celular em relação ao controlo nas células HT-29, tratadas com 10 
mg.mL
-1
 de compostos não proteicos ou 100 µg.mL
-1
 das proteínas solúveis. Os valores são apresentados 
com média ± desvio padrão. NC: Não Cozido; C: Cozido; a p≤0,05 vs. controlo. 
 
  









NC 14 ± 5,7   11 ± 13,2   11 ± 7,7 
C 12 ± 10,9 
 
15 ± 9,9 
 
17 ± 4,9 
       
C. Não 
Proteicos 
NC 38 ± 15,8a   7 ± 10,8   0 ± 13,9 
C 15 ± 5,7 
 
28 ± 6,9a 
 

































Os compostos não proteicos do grão-de-bico cru apresentaram, com 
significado estatístico (p <0,05), maior capacidade de inibição da multiplicação 
celular comparativamente com os mesmos compostos da soja e do tremoço. 
Ao comparar o efeito da cozedura no potencial da inibição da multiplicação 
celular das leguminosas, verificou-se que não existem diferenças significativas (p 
<0,05) na sua influência na multiplicação celular.  
Assim, neste trabalho foi possível observar que nenhuma inibiu 
significativamente a multiplicação celular, nem induziu citotoxicidade. No entanto, 
estudos sobre o potencial das proteínas das leguminosas, principalmente os BBIs, 
indicam que estas têm um poder inibitório na multiplicação celular. Fereidunian e 
colaboradores (131) verificaram que 200 µg.mL-1 de BBI da soja diminuiu a 
multiplicação celular em mais de 50% e numa concentração de 400 µg.mL-1 a 
redução foi superior a 80% nas células HT-29. BBIs extraídos do grão-de-bico 
apresentaram uma inibição da multiplicação celular nas células do cancro da 
mama e os BBIs do feijão, soja, grão-de-bico diminuíram a multiplicação nas 
células cancerígenas da próstata comparativamente com o controlo (132). 
 No presente trabalho a fração proteica das diferentes espécies de 
leguminosas (100 µg.mL-1) não apresentou uma diminuição significativa da 
multiplicação celular como em outros estudos, no entanto, como já mencionado, 
foi adicionado a proteína total solúvel e não apenas as proteínas que 
apresentaram atividade anti-tumoral, os BBIs.  
Quanto à fração não proteica, como já mencionado, verificou-se uma 
diminuição da multiplicação celular com o grão-de-bico e a soja. Estes resultados 
vão de encontro com outros estudos já publicados. Giron e colaboradores (139) 
verificaram que os compostos extraídos com acetona do grão-de-bico são um 
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potente inibidor na multiplicação nas células Caco-2. Para além disso, 
observaram que esta extração tinha um melhor poder inibitório da multiplicação 
celular em relação às proteínas. Esta inibição da viabilidade das células foi 
independe da dose (132).  
No entanto, na literatura, os estudos são contraditórios quanto ao efeito 
destes compostos na multiplicação celular. Isto poderá deve-se ao facto dos 
estudos isolarem compostos específicos de diversas leguminosas, testarem 
quantidades diferentes e utilizarem diferentes linhas celulares. Bawadi e 
colaboradores (86) observaram que 0,24 a 24 µM de taninos isolados do feijão 
preto não tiveram efeito na multiplicação celular. Outros estudos também 
mostraram que os compostos fenólicos das leguminosas reduziram a 
multiplicação celular nas HT-1080 (140) e nas células do adenocarcinoma do 
cancro do colo do útero (141). Num estudo, a suplementação com compostos 
presentes na soja como as saponinas, proteínas e gordura (1% da dieta) e 
isoflavonas (1,705 g/kg), adicionadas à dieta dos ratos, apresentou uma 
diminuição de 21% na multiplicação celular do cancro da próstata (142). Jenab e 
colaboradores (143) verificaram que ao suplementar com 1% de ácido fítico durante 
100 dias, houve inibição no desenvolvimento neoplásico do cancro do cólon nos 
ratos tratados com azoximetano.  
O facto de as espécies estudadas induzirem maior efeito na migração 
celular, e não na multiplicação celular poderá estar associado ao seu mecanismo 
de ação. Um dos fatores mais associado à redução da taxa de migração celular é 
a atividade das MMP-e e MMP-9. Assim, neste trabalho analisou-se a atividade 
gelatinolítica do meio das células HT-29 após exposição aos diferentes extratos. 
 52 
 
4.3.3. Atividade gelatinolítica do meio extracelular do ensaio da invasão 
celular 
Em condições normais, as células segregam MMP-2 e MMP-9 ativas para 
o meio extracelular, que ao degradarem o meio circundante conseguem 
prosseguir com a migração celular (30, 32). Ao haver inibição das gelatinases 
verifica-se uma diminuição da degradação da membrana extracelular, neste caso 
da gelatina e, consequentemente da formação de metástases. Assim, neste 
ensaio o objetivo foi verificar se houve diminuição da degradação da gelatina o 
que indica se houve ou não inibição das MMP-2 e MMP-9. 
É importante salientar que no meio extracelular existem ambas as enzimas, 
MMP-2 e MMP-9, portanto neste ensaio foi avaliada a atividade gelatinolítica total. 
Os resultados podem ser observados na figura 12. Verificou-se que houve 
diminuição significativa (p ≤0,05) da atividade gelatinolítica em todos os 
compostos extraídos das diferentes leguminosas. As proteínas da soja (cozida) 
foram as que apresentaram maior capacidade de inibição da atividade 




Figura 12. Atividade gelatinolítica do meio extracelular das células HT-29 do ensaio da invasão celular 
quantificada pelo método da DQ-gelatin. Os valores são apresentados em média ± desvio padrão; * p ≤0,05 
vs. controlo. NP: Compostos não proteicos das leguminosas cruas; NPC: Compostos não proteicos das 
leguminosas cozidas; P: Proteína solúvel das leguminosas cruas; PC: Proteína solúvel das leguminosas 
cozidas. 
 
Tabela 7. Inibição da atividade gelatinolítica do meio das células HT-29 em relação ao controlo, tratadas 
com 10 mg.mL
-1
 de compostos não proteicos ou 100 µg.mL
-1
 das proteínas solúveis. Os valores são 
apresentados com média ± desvio padrão. NC: Não Cozido; C: Cozido; a p≤0,05 vs. controlo. 
 
 










NC 86 ± 0,9a   85 ± 3,3a   87 ± 0,9a 
C 87 ± 0,4a 
 
88 ± 0,3a 
 
78 ± 12,3a 
       
C. Não 
Proteicos 
NC 27 ± 0,9a   76 ± 22,3a   26 ± 3,6a 
C 30 ± 1,2a 
 
28 ± 1,1a 
 
32 ± 0,5a 
 
Como é observável, as proteínas solúveis apresentaram maior capacidade 
de inibição da atividade gelatinolítica em relação aos compostos não proteicos. 
Esta diferença foi significativa (p ≤0,05) no grão-de-bico, na soja cozida e no 
tremoço, em que os compostos não proteicos demonstraram ter uma inibição 

























































Quanto à diferença induzida pela fervura, verificou-se que a soja crua 
apresentou significativamente (p ≤0,05) melhor inibição da atividade gelatinolítica 
em relação à cozida e as proteínas do tremoço cru inibiram mais a atividade 
gelatinolítica em comparação com as cozidas.  
Neste ensaio, ainda foi possível observar que dentro os compostos não 
proteicos da soja foram mais eficientes na inibição da atividade do que os 
mesmos compostos das outras leguminosas. Quanto às proteínas solúveis, o 
tremoço apresentou menor inibição em relação ao grão-de-bico e à soja, 
particularmente na sua forma cozida.  
È interessante comparar os resultados da migração celular com os da 
atividade gelatinolítica. Visto que na migração e multiplicação celular os 
compostos não proteicos induziram uma maior inibição em comparação com as 
proteínas, na atividade gelatinolítica ocorreu o inverso. Estes resultados sugerem 
que as proteínas das leguminosas são mais eficientes na inibição das MMPs que 
os compostos não proteicos. No entanto, devido ao tempo limitado para a 
realização do presente trabalho, não foi possível a realização de um maior 
número de ensaios celulares. Por outro lado, facto de que os compostos não 
proteicos não inibiram tanto as MMPs, mas reduziram a multiplicação e a invasão, 
revela que poderão estar associados a outro mecanismo antitumoral que não a 
inibição das gelatinas, como por exemplo na diminuição das espécies reativas de 
oxigénio (144), e não apenas pela inibição das gelatinases.  
Uma vez que a atividade proteolítica avaliada neste ensaio se deve ao 
conjunto da MMP-2 e da MMP-9, resta saber ainda se a inibição observada se 
deve à inibição das duas gelatinases, ou apenas a uma especificamente. Nos 
casos de inibição específica, esperava-se que a gelatinase não inibida ainda 
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manifestasse capacidade de proteólise, pelo que foi necessária a realização de 




A zimografia da gelatina mostra, em gel eletroforético, a atividade 
específica das duas gelatinases, MMP-2 e MMP-9, assim também como a das 
pro-enzimas. Os resultados das zimografias do meio extracelular das HT-29 
expostas durante 48 h os extratos estudos neste trabalho encontram-se na figura 
13.  
Na zimografia, foi possível verificar qual das gelatinases foi inibida pelos 
diferentes compostos. De um modo geral, foi facilmente observável que as 
leguminosas estudadas tiveram, quase todas, capacidade de inibição da pro-
MMP9 (92 kDa) e MMP-9 ativa (83 kDa), mas não da pro-MMP2 e MMP-2.Esta 
inibição da MMP-9 ativa poderá ter sido feita tanto através de uma inibição direta 
da sua atividade (enzima já ativa) como também da sua própria produção, uma 
vez que há diminuição da pro MMP-9. É sabido que este tipo de inibidores pode 
ter uma ação em diferentes níveis moleculares: (i) inibição da transcrição, (ii) 
inibição da pós-transcrição, (iii) inibição da tradução, (iv) degradação pós-






Figura 13. Imagem representativa de uma zimografia realizada com o meio extracelular do ensaio da 
invasão celular nas células HT-29 em SDS-PAGE (12,5% v/v acrilamida) com gelatina. As células foram 
tratadas com 10 mg.mL
-1
 de compostos não proteicos ou 100 µg.mL
-1
 de proteínas solúveis. NP: Compostos 
não proteicos; P: Proteínas solúveis; NPC: Compostos não proteicos cozidos; PC: Proteínas solúveis cozidas.  
 
As zimografias corroboram com os ensaios fluorimétricos, uma vez que os 
compostos estudados apresentaram inibição da MMP-9. Estes resultados 
reforçam a hipótese de que os compostos não proteicos inibem a migração celular 
através da inibição da MMP-9 e/ou por outro mecanismo.  
Ao comparar estes resultados com a migração celular e os da atividade 
gelatinolítica do meio extracelular das células HT-29 verificou-se que as proteínas 
das leguminosas poderão inibir a migração celular através da inibição da MMP-9 
e não da MMP-2.  
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Os estudos são contraditórios quanto à capacidade de inibição da MMP-2 e 
MMP-9 por parte dos diferentes compostos presentes nas leguminosas. Um 
estudo verificou que os BBIs da soja têm capacidade de inibição da atividade ou 
da secreção da MMP-2 e MMP-9, numa concentração de 200 e 400 µg.mL-1 (131). 
Os taninos isolados do feijão preto estimularam a secreção da MMP-2 e MMP-9, 
sendo posto em causa, pelos autores, os efeitos anticancerígenos deste 
composto fenólico (86). Outro composto fenólico, fisetina, extraído de uma 
leguminosa mostrou ter capacidade de inibição da MMP-9, onde 15 µM inibiu 
cerca de 50% desta enzima, e não apresentou inibição da MMP-2 (140). Quanto ao 
ácido fítico, na concentração de 2,5 mM, apresentou um efeito na expressão no 
RNAm de algumas MMPS e nos seus inibidores e sub-regula a MMP-1, MMP-2, 
MMP-3 e MMP-9 (145). 
Kang e colaboradores (134) verificaram que as saponinas da soja crua 
apresentavam maior capacidade de inibição da MMP-9 do que da MMP-2. Estes 
autores concluíram ainda que a inibição da MMP-2 ocorria porque as saponinas 
da soja estimulam a secreção do TIMP-2 nas células HT-1080, sendo este um 
inibidor específico das MMP-2. Num outro estudo, um extrato solúvel em água do 
tremoço demostrou diminuir a atividade da pro-MMP2, pro-MMP9 em fibroblastos 
com inflamação (146). 
 Como não foi encontrados trabalhos com extratos proteicos inibidores das 
MMPs, este trabalho mostra claramente a necessidade de mais estudos sobre o 
potencial antimetastático das frações proteicas das leguminosas. Se os 
compostos não proteicos forem responsáveis pela inibição do stresse oxidativo e 
os proteicos pela inibição da atividade das MMPs, é possível que ambos os 
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compostos atuem em sinergia e sejam por isso ambos responsáveis pela 
bioatividade das sementes de leguminosas observadas nos estudos anteriores. 
 Neste ensaio foram utilizadas as concentrações testadas anteriormente, e 
estas não eram coincidentes, não sendi possível determinar qual a fração mais 
eficiente nas inibições observadas. Conseguiu-se determinar que nos compostos 
proteicos, o tremoço parece ser o melhor inibidor, e que por efeito de 
concentração, a sua bioatividade aumentou com a cozedura. Nos compostos não 
proteicos, os melhores inibidores foram a soja e o tremoço. Contudo, durante a 
sua ingestão, há uma exposição a quantidades diferentes destes compostos, 
devido a diferenças na proporção em cada espécie (tal como foi determinado nos 
primeiros ensaios). Assim, neste trabalho, avaliou-se ainda o efeito que as frações 
proteicas e não proteicas apresentaram na atividade da MMP-9, mas quando 




4.4. Quantificação da inibição da atividade gelatinolítica da MMP-9 com a 
mesma massa das sementes de leguminosas 
Muitos dos compostos com atividade anticancerígena encontram-se em 
baixas concentrações nos alimentos, sendo necessário uma ingestão muito 
elevada do alimento para que estes compostos atinjam a concentração 
necessária para se verificar efeito. Como verificado, após a cozedura houve uma 
diminuição dos compostos que são apontados como tendo atividade 
anticancerígena, o que poderá indicar que será necessário o consumo de uma 
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maior quantidade de leguminosas cozidas do que se ingeríssemos as 
leguminosas cruas. Neste sentido, este ensaio teve como objetivo verificar se 
existe inibição da MMP-9 nas concentrações em que os compostos estudados se 
encontram presentes nas leguminosas. 
Na figura 14 é possível verificar os efeitos que a mesma massa dos dois 
tipos de extrato (proteico e não proteico) têm na atividade da MMP-9 comercial. 
Observa-se que os compostos não proteicos de todas as leguminosas foram de 
um modo geral mais eficientes a reduzir a atividade da MMP-9 do que os 
compostos proteicos.   
  
Figura 14. Quantificação da atividade gelatinolítica da MMP-9 na presença da mesma massa das espécies 
leguminosas estudadas. Correspondente a 100µl de uma diluição de 2g. Os valores são apresentados em 
média ± desvio padrão; * p ≤0,05 vs. controlo. NP: Compostos não proteicos das leguminosas cruas; NPC: 
Compostos não proteicos das leguminosas cozidas; P: Proteína solúvel das leguminosas cruas; PC: Proteína 
solúvel das leguminosas cozidas. 
 
Mais uma vez observou-se que os compostos proteicos e não proteicos do 
tremoço, quer cozidos, quer crus induziram uma maior inibição da atividade da 
MMP-9 do que as outras espécies, sendo a fração mais inibidora a frações dos 





















































proteicos do tremoço não cozido. Esta inibição foi de 70% e 58% respetivamente, 
conforme representado na tabela 8. 
 
Tabela 8. Inibição da atividade gelatinolítica com MMP-9 em relação ao controlo. Os valores são 
apresentados com média ± desvio padrão NC: Não Cozido; C: Cozido; a p≤0,05 vs. controlo. 
 
 










NC 27 ± 6,9   25 ± 6,9   58 ± 11,1a 
C 45 ± 7,3a 
 
34 ± 12,3a 
 
27 ± 4,1 
       
C. Não 
Proteicos 
NC 48 ± 2,7a   49 ± 7,0a   70 ± 9,4a 
C 47 ± 5,8a 
 
40 ± 0,7a 
 
51 ± 6,6a 
 
A diminuição da atividade com a fervura foi significativa (p ≤0,05) apenas 
nas proteínas solúveis do tremoço. Este facto corrobora a hipótese de que o 
aumento da atividade observado nas proteínas do tremoço era um efeito de 
concentração e não uma alteração dos compostos pela fervura. Nos outros 
compostos não se verificou estas diferenças da inibição, o que poderá indicar que 
os compostos com atividade mantêm-se após a cozedura. 
 
4.5. Considerações finais sobre a importância das leguminosas estudadas 
Os resultados aqui apresentados sugerem que algumas espécies de 
leguminosas, nomeadamente o tremoço, a soja e o grão apresentam um elevado 
potencial para serem utilizadas no combate ou prevenção tumoral, 
particularmente porque não são reduzidos após a fervura. Em termos nutricionais, 
considera-se importante perceber se as espécies leguminosas terão ou não efeito 
na prevenção do desenvolvimento de metástases in vivo. Verificou-se que estas 
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apresentam atividade in vitro, no entanto é necessário um longo caminho para ser 
possível afirmar que estas leguminosas quando ingeridas numa determinada 
quantidade irão prevenir o desenvolvimento de metástases. Considera-se 
igualmente importante verificar se a inibição que as sementes de leguminosas 
induzem nas MMPs não é de largo espectro. Isto porque, as MMPs não têm só 
função de degradação da membrana mas também de produzir produtos de 
degradação com função de sinalização importantes para a expressão de genes e 
comportamento celular. Os primeiros medicamentos à base de inibidores de 
MMPs falharam nos ensaios clínicos devido aos efeitos colaterais inaceitáveis(147).   
Para além disto, seria importante verificar a disponibilidade dos compostos 
ativos após o processo de digestão, nomeadamente às alterações do pH e 
resistência às enzimas digestivas. Alguns estudos já verificaram que em ratos a 
atividade dos BBI é largamente distribuída pelos vários tecidos (sangue, rins, 
fígado e pulmões) depois da digestão, o que indica que estas proteínas são 
resistentes à digestão (92). O efeito sinergístico entre os compostos não proteicos 
e os proteicos, particularmente no caso do tremoço, são também de interesse 
potencial para estudos futuros, tanto para dietas co-adjuvantes à prevenção ou 
tratamento como no isolamento de compostos específicos que possam servir 











O presente trabalho demonstrou que as leguminosas estudadas 
apresentaram um teor elevado de compostos com potencial antitumoral. Com a 
cozedura houve uma perda significativa dos compostos potencialmente bioativos, 
com exceção do ácido fítico.  
Nos ensaios com células HT-29, verificou-se que as leguminosas em 
estudo (grão-de-bico, soja e tremoço) apresentavam capacidade de inibição da 
migração e da multiplicação celular. No entanto, detetou-se uma maior 
capacidade de inibição da migração celular do que da multiplicação. Nas 
concentrações utilizadas, os compostos não proteicos apresentaram maior 
capacidade antitumoral do que as proteínas. 
As frações proteicas parecem atuar através da inibição da atividade das 
gelatinases, enquanto que os compostos não proteicos parecem reduzir a 
preferencialmente a migração e  multiplicação celular através de outros 
mecanismos de ação para além da inibição das gelatinases. 
As leguminosas estudadas parecem inibir apenas a MMP-9 e não a MMP-2. 
A inibição de apenas uma destas proteases demonstra um grau elevado de 
especificidade.  
O tremoço apresentou um potencial antitumoral superior às outras 
leguminosas, sendo por isso um bom candidato para futuros estudos, sobretudo a 
nível do estudo da sinergia entre as duas frações proteica e não proteica 
Sendo a inibição das gelatinases um potencial método antitumoral e 
antimetastático, este trabalho abre portas para a realização de novos estudos 
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